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= (54) Title: GENETICALLY MODIFIED, NON-HUMAN MAMMAL CONTAINING AN ADDITIONAL INDUCIBLE REGU- 
H LATOR GENE 

= (54) Bezeichnung: GENETISCH VERANDERTES, NICHT-MENSCHLICHES SAUGETIER, DAS EIN ZUSATZL1CHES IN- 
DUZIERBARES REGULATOR-GEN ENTHALT 



(57) Abstract: The invention relates to a transgenic, non-human mammal, preferably a mouse, the body and sex cells thereof con- 



taining an inducible regulator gene which can be expressed in all cells. The biological activity of the regulator gene is only obtained 
^ after crossing with an animal having a recombinase (Cre) gene. Said regulator gene contains a stop codon situated before the trans- 
^ lation starting site and flanked by loxP elements, in order to ensure the Cre-dependent expression thereof. The regulator gene is 
transmitted to the original animal by means of transfection, homologous recombination of embryonic stem cells and ensuing blasto- 
tf) cyst micro-injection. 

(57) Zusammenfassung: Die ErGndung betriffl ein transgencs, nicht-menschlichcs Saugetier, vorzugsweise eine Maus, dessen 
Korper- und Geschlechtszellen ein induzierbares Regulatorgen enlhalten, welches in alien Zellen exprimiert werden kann. Die bi- 
ologische Aktivitat des Regulatorgens wird nur nach Kreuzung mit einem Rekombinase (Cre) - Gen-tragenden Tier erhalten. Das 

^ Regulatorgen enthalt zur Gewahrlei stung seiner Cre -abhangi gen Expression ein von loxP Elementen flankiertes Stop Kodon vorder 
Translations-Startstelle. Das Regulatorgen wurde dem Ursprungstier durch Transfektion und homologe Rekombi nation embryonaler 

^ Stammzellen und nachfolgender Blastozystenmikroinjektion iibertragen. 
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Genetisch verandertes, nicht-menschliches Saugetier, das ein zusatzliches induzierbares 
Regulator-Gen enthalt 

Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein transgenes, nicht-menschliches Saugetier, vorzugsweise eine 
Maus, dessen Korper- und Geschlechtszellen ein induzierbares Regulatorgen enthalten, 
welches in alien Zellen exprimiert wird. Das Genprodukt des Regulatorgens supprimiert die 
Aktivitat von NF-kB Transkriptionsfaktoren. Vorzugsweise kodiert das Regulatorgen eine 
mutierte Form des naturlichen NF-kB Inhibitors IkBcx, der aminoterminale 
Degradationssignale fehlen. Dieses IkBcx Mutanten-Protein, IkBoAN, bindet an zellulare NF- 
kB Proteine und halt diese in einem inaktiven Zustand. Im Gegensatz zu dem naturlichen 
IkBcx, welches nach zellularer Stimulierung mit einer Vielzahl unterschiedlicher NF-kB 
aktivierender Signalstoffe degradiert wird und NF-kB dadurch freisetzt, bleibt IkBoAN stabil 
und blockiert damit eine NF-kB Freisetzung. 

Das genetisch veranderte Saugetier wird durch eine Kombination der homologen 
Rekombinationstechnik und des Cre-Lox Systems erhalten. Bei der Cre-Lox-Methode wird 
die Cre Rekombinase des PI Bakteriophagen verwendet, die an zwei benachbarte spezifische 
kurze DNA Sequenzen, den loxP Stellen, bindet. Nach Bindung an die loxP Sequenzen spaltet 
Cre beide Sequenzen nukleolytisch und fugt die Enden unter Verlust der dazwischen 
liegenden DNA Sequenzen wieder zusammen. 

Homologe Rekombinations-Technologien sind an sich bekannt und sind z.B. in Hogan 
et al, 1994, beschrieben. Die Cre-Lox Technologie zur Erzeugung konditionaler 
Geninaktivierung ist ebenfalls an sich bekannt und als Methode im Detail erlautert (Gu et al, 
1994; DiSanto et al., 1995;.Schwenk et al, 1995). Des weiteren liegen bereits zahlreiche 
Patente zur Herstellung transgener, nicht-menschhcher Saugetiere vor, wie z.B. die 
sogenannte Krebsmaus (US-PS 4,736,866) 

Die biologische Aktivitat des NF-kB Regulatorgens wird nur nach Kreuzung mit 
einem Rekombinase (Cre) - exprimierenden Tier erhalten. Das Regulatorgen enthalt zur 
Gewahrleistung seiner Cre-abhangigen Expression ein von loxP Elementen flankiertes Stop 
Kodon vor der Translations-Startstelle. Ein translatierbares Transkript kann. also nur nach 
Cre-vermittelter Rekombination erhalten werden. Das Regulatorgen wurde dem Ursprungstier 
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durch Transfektion und Rekombination embryonaler Stammzellen und deren Injektion in 
Blastozysten tibertragen. Anwendungsgebiete der erfindungsgemaBen Tiere liegen in der 
medizinischen, der pharmazeutischen und der biologischen Grundlagen- und 
anwendungsorientierten Forschung und Diagnose. 

Genetisch veranderte Tiere lassen sich durch den Prozess homologer Rekombination 
in embryonalen Stammzellen (ES), gefolgt von Injektion der so modifizierten Stammzellen in 
Blastozysten, erzeugen. Bei der homologen Rekombination wird ein normales Gen durch ein 
kiinstlich verandertes Gen durch den Rekombinationsvorgang ersetzt. Haufig wird diese 
Methode angewendet, um Gene durch die Rekombination vollig zu inaktivieren und deren 
Funktion nachfolgend zu bestimmen. Hierbei wird in der Regel ein Targetingkonstrukt 
verwendet, welches den Leserahmen des Gens entweder durch Einfugen eines vorzeitigen 
Stopp-Kodons oder durch Ersetzen der kodierenden exonischen Sequenz durch ein 
Markerprotein zerstort. Homologe Rekombination wird jedoch auch verwendet, um gezielt 
Punktmutationen in ein endogenes Gen einzufugen, wobei der im Targetingkonstrukt' 
enthaltende Gen-Anteil eben nur in einer spezifischen Position venindert wird. Zunachsfc 
werden nach Transplantation der mit rekombinanten ES Zellen mikroinjizierten Blastozysten 
in Muttertiere chimare Nachkommen erhalten. Diese Nachkommen tragen die eingefiigte 
Gen-Veranderung nur auf einem der beiden Allele. Homozygote Tiere werden durch weitere 
Paarung erhalten. 

Homologe Rekombination wird im Rahmen dieser Erfindung eingesetzt, um ein 
kiinstlich verandertes Gen (vorzugsweise IkBocAN) in ein Allel eines zelluiaren Genes (hier 
P-Catenin) so zu inserieren, dafi es die gleiche ubiquitare Expression wie das zellulare Gen 
(z.B. p-Catenin) erlangt, den Leserahmen des zelluiaren Gens jedoch zerstort. Die Tiere 
werden nur heterozygot gehalten, da homozygote Inaktivierung des endogenen Gens (z.B. P- 
Catenin) letal ist (Haegel et al, 1995, Hiilsken et al., 2000). Die Expression des veranderten 
Genlokus ist auf mRNA Ebene standig gewahrleistet, die mRNA kann jedoch wegen der 
eingefugten loxP-Stopp-loxP Kassette nicht in ein funktionelles Protein iibersetzt werden. 
Daher bleiben die Tiere frei von Symptomen und sind nach phanotypischen Merkmalen von 
den Wildtyp-Tieren nicht zu unterscheiden. 

Um das kiinstlich veranderte Gen in eine biologisch aktive Form zu bringen, mu6 das Tier mit 
einem anderen Tier gekreuzt werden, welches ein transgenes Tier ist und die Cre- 
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Rekombinase als zusatzliches Gen enthalt. Dieses zweite Tier kann die Cre-Rekombinase 
entweder unter Kontxolle eines ubiquitar aktiven Promoters exprimieren, oder unter Kontrolle 
eines gewebs- oder zellspezifischen Promoters. Die Cre-Rekombinase kann weiterhin durch 
einen kunstlich induzierbaren Promoter reguliert sein. Hierfur stehen Tetrazyklin-regulierte 
Promotoren zur Verfugung. Weiterhin stehen Cre-Rekombinase-Fusionen mit 
Steroidbindungs-Domanen von Ostrogen oder Progesteron-Rezeptoren zur Verfugung, oder 
werden entwickelt, die durch synthetische Steroidderivate aktiviert werden (z.B. Tamoxifen 
oder Progesteron-Derivate). Hier fuhrt der Steroidrezeptor-Fusionsanteil zu einer Repression 
der enzymatischen Aktivitat von Cre, die nach Steroidbindung aufgehoben wird. 

Die aus der Paarung von loxPlKBaAN Tieren und Cre Mausen erhaltenen 
Nachkommen exprimieren dann das kunstlich veranderte Gen (vorzugsweise IkBocAN), 
welches durch Cre aktiviert wurde, in biologisch aktiver Form entweder ubiquitar, oder in 
bestimmten Zelltypen, Geweben oder Organen. In diesen Fallen ist die Expression wahrend 
der Embryonalentwicklung bereits gewahrleistet und dauert uber die gesamte Lebensspanne 
des Tiers an. Im Fall der induzierbaren Cre-Rekombinasen wird das kunstlich veranderte Gen 
in biologisch inaktiver Weise gehalten, bis durch Zugabe des induzierenden Agens (z.B. 
Tetrazyklin, Tamoxifen, oder Progesteron-Derivate) Cre dereprimiert wird. Hierbei wird 
ermoglicht, das kunstlich veranderte Gen zu einem gewiinschten Zeitpunkt in biologisch 
aktiver Form zu exprimieren. Die Induktion kann entweder zu einem Zeitpunkt wahrend der 
Embryonalentwicklung oder im erwachsenen Tier erfolgen. 

Der Erfindung lag die Aufgabe zugrunde, ein genetisch verandertes Tier zur 
Verfugung zu stellen, welches geeignet ist, detaillierte Untersuchungen zur Pathogenese von 
Erkrankungen zu erlauben, bei denen die Transkriptionsfaktoren der NF-kB Multigen-Familie 
beteiligt sind. Diese Erkrankungen schlieBen ein weites Spektrum von Autoimmun- und 
Entziindungserkrankungen ein, wie Organabstofiung, multiple Sklerose, rheumatoide 
Arthritis, Psoriasis und andere Dermatosen, Asthma, Morbus Crohn und Artherosclerose. NF- 
kB ist weiter involviert bei septischem Schock, Infektion mit Parasiten und Bakterien und bei 
der Replikation pathogener Viren, wie z.B. HTV (Wulczyn et al., 1996; Barnes and Karin, 
1997; Hatada et al, 2000). Wegen seiner anti-apoptotischen sowie zellteilungs-aktivierenden 
Wirkungen erlangt NF-kB bei der Resistenz von Tumoren gegen Chemo- oder Radiotherapie 
als mogliches therapeutisches Target eine generelle Bedeutung (Wang et al., 1999). NF-kB ist 
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zudem bei der Pathogenese bestimmter Lymphome (z.B. Morbus Hodgkin) und Leukamien 
als Onkogen wirksam (Mayo and Baldwin, 2000). Es ist anzunehmen, daJJ bei noch weiteren 
Erkrankungen verschiedenster Art eine wichtige Funktion von NF-kB nachgewiesen wird. 
Die Zur-Verfttgung-Stellung des genetisch veranderten Tiermodells soli die Entwicklung und 
Testung von Pharmaka und diagnostischen Mitteln aller Art ermoglichen und erleichtera. Von 
der Erfindung sollen neue Impulse fur die Untersuchung und Therapie NF-kB assoziierter 
Erkrankungen aller Art ausgehen. 

Die Aufgabe wird mit einem genetisch veranderten, nicht-menschlichen Saugetier, 
insbesondere einem Kleinsauger, wie Maus oder Ratte, erzielt, welche ein zusatzliches NF-kB 
Regulator-Gen tragt. Anwendungsgebiete der erfindungsgemaBen Tiere liegen also in der 
medizinischen, pharmazeutischen und biologischen Grundlagenforschung, sowie in 
anwendungsorientierter Forschung und Diagnose. 

Mit der Verwendung der erfindungsgem&Ben Tiere konnen bislang durchgefuhrte 
Tierversuche an hoheren Tieren oder an Freiwilligen wesentlich eingeschrankt werden. Die 
erfindungsgemaBen Tiere werden fur die Neu- und Weiterentwicklung therapeutischer und 
diagnostischer Methoden und zur Prufung der Verwendungsfahigkeit von Arzneimitteln zur 
Therapie und Diagnostik NF-kB assoziierter Erkrankungen dienen. Insbesondere haben die 
erfindungsgemaBen Tiere einen hohen Wert fur Bestimmung der therapeutischen Niitzlichkeit 
NF-kB reprimierender Substanzen (Target- Validierung). Es konnen flir beliebige 
Verabreichungsmodalitaten (systemisch, Organ/Gewebe-limitiert, wahrend der 
Embryogenese oder im erwachsenen Organismus) und Einwirkungszeiten potentieller NF-kB 
inhibierender Substanzen die zu erwartenden physiologischen Nebenwirkungen bestimmt 
werden. 

AnschlieBend wird die Erfindung naher erlautert. 
Herstellung der genetisch modifizierten Tiere 

Die IkBocAN cDNA mit den kodierenden Sequenzen fur Aminosauren 71-317 von 
IkBcc (Krappmann, 1996) wurde im korrekten Leserahmen in den P-Catenin Targeting Vektor 
(Huelsken, 2000) kloniert. F\ir loxP-lKBaAN wurden zwei loxP Sequenzen, Bindungsstellen 
fur die Cre Rekonibinase, in den Leserahmen mit dem Startkodon des p-Catenin Gens 



WO 02/16573 



5 



PCT/DE01/03158 



kloniert (Abb. 1A). Die loxP Sequenzen flankieren ein Stopkodon, welches eine Expression 
von translatierbarer iKBaAN mRNA verhindert. loxP-lKBaAN Mause werden mit 
Transgenen Cre Tieren gepaart. Die loxP Sequenzen stammen aus dem Plasmid pAMA 
(Zhang, 1996). Heterozygote p-cat w 7p-cat lKBaAN (oder p-cat w 'Vp-cat loxPAN ) 129/OLA ES 
Zellen wurden durch Elektroporation hergesteilt Zwei unabhangige heterozygote ES 
Zellklone eines jeden Targeting Konstruktes wurden jeweils fur Blastozysten-Injektionen zur 
Erzeugung chimarer Mause verwendet. Heterozygote Tiere wurden durch Zuchtung mit 
C57B1/6 Mausen erhalten. Tiere mit ausreichend hohem C57B1/6 Hintergrund wurden fur 
weitere Untersuchungen verwendet. Nach der Geburt waren die IKBaAN Tiere sofort 
phanotypisch erkennbar. loxPIicBaAN Mause wurden durch PCR identifizieit 

Charakterisierung der genetisch modiflzierten Tiere 

Durch homologe Rekombination erhaltene ES Zellklone, die gemaB Southern Blot 
Analysen IKBaAN- oder loxPlKBaAN-positiv waren, wurden in Western Blot Analysen auf 
iKBa und IKBaAN Protein-Expression untersucht (Abb. IB). Wie erwartet, exprimieren nur 
iKBaAN-positive ES Zellen das IkBoAN Protein. IoxPIkBcxAN positive ES Zellen 
exprimieren kein IKBaAN, da keine Cre-vermittelte Rekombination erfolgte. Die Effizienz 
der iKBaAN-vermittelten Inhibition der NF-kB DNA Bindungsaktivitat wurde in Gel- 
Retardierungs- Assays untersucht (Abb. 1C). Wahrend NF-kB p50-p65 Bindungsaktivitat in 
IoxPIkBocAN positiven ES Zellen durch PMA induziert werden konnte, konnte keine 
induzierte Bindungsaktivitat in IKBaAN positiven ES Zellen festgestellt werden (Abb. 1C). 
IkBocAN- und loxPlKBaAN ES Zellklone wurden dann verwendet, urn chimare Mause durch 
Blastozysten-Injektion zu erzeugen. Heterozygote Mause wurden durch nachfolgendes 
Kreuzen der Chimaren mit C57B1/6 Wildtyp Tieren erhalten. Wie erwartet wurde IkBoAN 
Protein in IkBocAN Mausen in alien untersuchten Geweben exprimiert. Embryonale 
Fibroblasten (MEF) wurden dann axis IkBcxAN Tieren isoliert und auf Induktion von NF-kB 
durch Zytokine untersucht (Abb. ID). Die TNFa-induzierte NF-kB DNA Bindimgsaktivitat 
war stark unterdriickt, wahrend IL-ip -induzierte Aktivitat vollig inhibiert war (Abb. ID). 
Das endogene IkBoc Protein der MEF wurde nach IL-ip oder TNFa Stimulation degradiert, 
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wahrend, wie erwartet, das IkBocAN Protein, dem Degradationssignale fehlen, stabil blieb 
(Abb. IE). 

Das p-Catenin Gen wird ubiquitar und wahrend der gesamten Embryonalentwicklung 
exprimiert. Da P-Catenin vorwiegend auf Ebene der Proteinstabilitat reguliert wird (Hiilsken 
et al 2000), blieben die p-Catenin Proteinmengen in alien untersuchten Geweben und in MEF 
aus iKBaAN-positiven Mausen in gleicher Hohe wie in Wildtyp Tieren (Abb. IE und nicht 
gezeigte Daten). Die Inaktivierung eines der beiden P-Catenin Allele hat also keinen Effekt 
auf die P-Catenin Proteinexpression. 

Diese molekularen Daten weisen also nach, daB iKBaAN aus dem P-Catenin Lokus 
ubiquitar exprimiert wird und NF-kB effizient reprimiert und daB das loxPlKBaAN Konstrukt 
ohne Cre Rekombination kein MBaAN exprimiert. Ferner wird P-Catenin Protein-Expression 
durch die mono-allelische Integration nicht beeinfluBt 

Die IkBoAN Mause weisen eine Reihe von pathologischen Merkmalen auf (Tabelle 
1), von denen nur wenige von bisherigen Knockout Mausen der verschiedenen NF-kB 
Untereinheiten bekannt sind (Gerondakis et al 1999). 

Die IoxPIkBoAN Mause kSnnen jedoch phanotypisch nicht von Wildtyp-Mausen 
unterschieden werden (Tabelle 1). Daher sind alle Phanotypen, die nach IkBcxAN Expression 
beobachtet werden, auf das IicBaAN Protein und nicht auf Veranderungen des p-Catenin 
Lokus zuriickzufuhren. Wenn loxPlKBaAN Mause jedoch mit deleter-Cre Mausen (Schwenk 
et al., 1995), die das Cre Enzym ubiquitar in alien Korperzellen exprimieren, gepaart werden, 
zeigen die Nachkommen den gleichen Phanotyp wie IkBccAN Mause (Tabelle 1). Das 
loxPlKBaAN Konstrukt laBt sich also effizient durch Cre aktivieren. Hiermit ist sichergestellt, 
daB IoxPIkBoAN Mause sich fur weitere Untersuchungen eignen, bei denen beliebige andere 
Cre-Mause verwendet werden, bei denen Cre in unterschiedlichster Art und Weise exprimiert 
wird. 
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Tabelle I. Pathophysiologische Konsequenzen der ubiquitaren Expression yon IkBAN. Alle 
phanotypischen Veranderungen der IkBAN Tiere wurden auch bei den Nachkommen von 
Kreuzungen der IoxPIkBAN Mause mit deleter-Cre Mausen erhalten. IoxPIkBAN Mause 
weisen dagegen keine phanotypischen Veranderungen auf und sind von Wildtyp Mausen 
nicht zu unterscheiden. 
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Abbildung 1: Genkarten der fUr die homologe Rekombination verwendeten Targeting 
Konstrukte, des Wildtyp p-Catenin Lokus und des IkBoAN Leserahmens. Die Integration der 
kodierenden cDNA der transdominanten negativen Mutante von humanem IkBo, IkBoAN, in 
den p-Catenin Lokus durch homologe Rekombination. (A) Der murine p-Catenin Lokus und 
Targeting Vektoren. Das p-Catenin Gen enthalt 16 Exons. InflaAN und loxP-lKBaAN 
wurden im korrekten Leserahmen mit dem endogenen Translations-Startcodon im zweiten 
Exon des P-Catenin Gens eingefugt. Die inserierten cDNA Konstrukte ersetzen die Exons 3 
bis 6 des p-Catenin Gens und bewirken damit eine komplette Inaktivierung des P-Catenin 
Allels (Huelsken, 2000). In der IoxP-IkBocAN cDNA ist ein Stopcodon, welches am Anfang 
des Leserahmens eingefiigt wurde, durch zwei loxP Sequenzen flankiert (schwarze Pfeile). 
(B) Expression von IkBoAN und IoxPIkBoAN. Western Blot Analyse. Durch homologe 
Rekombination erhaltene IoxPIkBoAN (D5-C7) und IkBocAN (D7-H9) ES Zell-Klone 
wurden fur die Herstellung von Gesamtzellextrakten verwendet. Der im Western Blot 
verwendete Antikorper (oC-21, #sc371, Santa Cruz) ist gegen den C-Terminus von IkBcx 
gerichtet. ns, unspezifisch. Molekularmassen-Standards sind angegeben. (C) Repression der 
Phorbolester-stimulierten DNA Bindungsaktivitat von NF-kB durch IkBoAN. Gel 
Retardierungs-Assay von iKBaAN ES Klonen (G2 and G3), sowie von IoxPIkBoAN ES 
Klonen (B7 and A3) vor Cre-Rekombinase-vermittelter Rekombination. Die ES-Zellklone 
wurden, wie angegeben, mit Phorbolester (PMA) behandelt oder unbehandelt belassen. Zur 
Inhibition spezifischer DNA-NF-kB Komplexe wurde der Bindungsreaktion anti-p65 
Antik5rper zugesetzt, wie angegeben. Der Gel Retardierungs-Assay wurde wie in Krappmann 
et al., 1996, beschrieben, durchgefuhrt. (D) Repression der Zytokin-stimulierten DNA 
Bindungsaktivitat von NF-kB durch IkBoAN. Embryonale Fibroblasten (MEFs) von Wildtyp 
(WT) and IkBoAN Mausen wurden mit IL1-P and TNFa fur die angegebenen Zeiten 
stimuliert und Extrakte im Gelretardierungs- Assay analysiert. (E) Die gleichen Extrakte wie 
in E wurden in Western Blots IkBo and P-Catenin Proteinexpression untersucht, wie 
angegeben. 
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Patentanspruche: 

1. Genetisch verandertes, nicht-menschliches Saugetier, dadurch gekennzeichnet, daB seine 
somatischen und Keimzellen mindestens ein ubiquitar exprimierbares rekombinantes 
Regulatorgen tragen, dessen Genprodukt die Aktivitat von NF-kB Transkriptionsfaktoren 
moduliert und damit zum Nachweis der Wirkung von Therapeutika oder Diagnostika NF-kB- 
assoziierter Erkrankungen geeignet ist, wobei die biologische Aktivitat des Regulatorgens von 
der Cre-Rekombinase kontrolliert wird. 

2. Genetisch verandertes Saugetier nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet daB das 
Regulatorgen unter der Expressions-Kontrolle des endogenen p-Catenin Lokus steht. 

3. Genetisch verandertes Saugetier nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB das 
Regulatorgen eine DNA-Sequenz ist, die fur einen Inhibitor von NF-kB- 
Transkriptionsfaktoren kodiert. 

4. Genetisch verandertes Saugetier nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB die DNA 
Sequenz eine dominant negative Variante des Vertebraten IkBo, Proteins kodiert, bei der fur 
proteolytische Degradation notwendige Aminosauren entweder deletiert oder mutiert sind. 

5. Genetisch verandertes Saugetier nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch 
gekennzeichnet, daB es sich urn eine Maus oder Ratte handelt. 

6. Verfahren zur Erzeugung des genetisch veranderten Saugetiers nach einem der Anpruche 1 
bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB das unter der Kontrolle des endogenen Gens stehende 
Regulatorgen iiber homologe Rekombination in embryonale Stammzellen xuid Injektion 
dieser in Blastozysten und tfbertragung letzterer in schwangere Tiere eingebracht wird. 

7. Verwendung der Nachkommen einer Kreuzung eines genetisch veranderten Saugetiers 
nach einem der Anspriiche 1 bis 5 mit einem Cre-Rekombinase exprimierenden Saugetier fur 
die Neu- und Weiterentwicklung therapeutischer und diagnostischer Methoden sowie zur 
Priifung von geeigneten Arzneistoffen zur Therapie und Diagnostik NF-KB-assoziierter 
Erkrankungen. 
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8. Verwendung von in vitro Zell-Kulturen aus Geweben der Nachkommen einer Kreuzung 
eines genetisch veranderten Saugetiers nach einem der Anspriiche 1 bis 5 mit einem Cre- 
Rekombinase exprimierenden Saugetier fur die Neu- und Weiterentwicklung therapeutischer 
und diagnostischer Methoden sowie zur Priifiing von geeigneten Arzneistoffen zur Therapie 
und Diagnostik NF-KB-assoziierter Erkrankungen. 
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(57) Abstract: The invention relates to a 
transgenic, non-human mammal, preferably a 
mouse, the body and sex cells thereof containing 
an inducible regulator gene which can be 
expressed in all cells. The biological activity of 
the regulator gene is only obtained after crossing 
with an animal having a recombinase (Cre) 
gene. Said regulator gene contains a stop codon 
situated before the translation starting site and 
flanked by loxP elements, in order to ensure the 
Cre-dependent expression thereof. The regulator 
gene is transmitted to the original animal by 
means of transfection. homologous recombination 
of embryonic stem cells and ensuing blastocyst 
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(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft 
ein transgenes ? nicht-menschliches Saugetier, 
vorzugsweise eine Maus. dessen Korper- und 
Geschlechtszellen ein induzierbares Regulatorgen 
enthalten, welches in alien Zellen exprimiert 
werden kann. Die biologische Aktivitat des 
Regulatorgens wird nur nach Kreuzung mil 
einem Rekombinase (Cre) - Gen-tragenden 
Tier erhalten. Das Regulatorgen enthalt zur 
Gewahrleistung seiner Cre-abhangigen Expression 
ein von loxP Elementen flankiertes Stop 
Kodon vor der Translations-Siartstelle. Das 
Regulatorgen wurde dem Ursprungstier durch 
Trans fekti on und homologe Rekombi nation 
embryonaler Stammzellen und nachfolgender 
Blastozystenmikroinjeklion ubertragen. 
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